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(57) Abstract 

The invention concerns a method for identifying one or more features of cukaryotic cells, in particular of mammals, characterised in 
that a substantially monocellular layer of a population of eukaryotic cells is covalently immobilised on a functionalised solid support and 
in that the layer of immobilised cells is subjected to a reaction for determining one cytological and/or cytogenetic feature of said cells and 
in that the result is evaluated. The invention also concerns a solid support functionalised by a spacer having terminal function capable of 
reacting with functional groups present in the cell wall. The invention is applicable to the diagnosis of abnormal foetal cells. 

(57) Abrege* 

La pr£sente invention conceme une mdthode d'identincation d'une ou plusieurs caracidristiqucs de cellules eucaryotes, notamment de 
mammiferes, caracterisee en ce que Ton immobilise de facon covalente une couche substantiellement monocellular d'une population de 
cellules eucaryotes sur un support solide fonctionnalis6 et en ce que Ton soumet la couche de cellules immobilisees a une reaction permettant 
de determiner une caraci£ristiquc cytologique et/ou cytog6n£tique desdites cellules et en ce que Ton e value le rdsultat. L' invention conceme 
egalemenl un support solide fonctionnalis£ par un bras espaccur a fonction terminale susceptible de reagir avec des groupements fonctionnels 
presents sur la paroi cellulaire. Application au diagnostic des cellules foetales a norma les. 
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urrHnnF n'lP^PirATION hp CELLULES FUCARYOTES PAR 
civ ATir>N PFSP r ^ rPM.I11.ES SUlTuN SUPPORT TT SUPPORT .'OUR 
MFTTRE EN PiFllVRE LA HTTP METHODE 

La presente invention concerne une methode d'identification de 
cellules eucaryotes, notamment de mammiferes, pur simple ou double 
marquage (cytologique et/ou cytogenetique). 

La presente invention est applicable a la determination de 
caracteristiques permettant d'identifier un type particulier de cellules 
presentes eventuellement dans une population heterogene, par exemple par 
reaction immunologique (certaines cellules metastatiques, cellules 
leucocytaires residuelles lors d'allogreffes etc.). 

Elle est egalement applicable a la determination d'une 
caracteristique genetique de cellules d'un sujet particulier (par exemple sujei 
porteur du gene de la mucoviscidose, du sida. etc.). 

La presente invention concerne particulierement une methode 
d'identification d'une caracteristique genetique d'une cellule eucaryote. 
notamment de mammiferes, en particulier une cellule foetale. a partir d'une 
population heterogene de cellules eucaryotes. 

Elle concerne egalement un support solide fonctionnalise destine 
notamment a la mise en oeuvre desdites methodes. 

En ce qui concerne les cellules foetales. de nombrcux desordres 
genetiques affectum le foetus sont desormais dctectables in uiero. Certains de 
ces desordres onl des consequences extremement graves qui pourruicnt 
rendre desirable pour les parents l'arret de la grossesse. 

Les prelevements de cellules foetales sont main tenant couramment 
effectues chez les femmes enceintes dites a risque, c'est-u-dire ayant plus de 
38 ans ou appurtenant a une famille ayant des antecedents d'anomalies 
genetiques. 

Une etude du patrimoine genetique du foetus peut alors etre 
realisee sur ces cellules et eventuellement permettre de mettre en evidence 
des trisomies, des translocations ou autres anomalies chromosomiques. 

Les techniques de prelevements des cellules foetales utiltsees 
actuellement sont invasives et presentent des risques importants 
d'avonement spontane. En effet, elles necessitent de perforer les membranes 
foetales ou placentaires. C'est le cas notamment de ramniocente.se. de la 
choriocentese ou de la cordocentese. 

En outre, bien que l'amniocentesc soil reputee presenter peu de 
risques de complication, elle ne peut etre effectuee qu'apres la 17eme 
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semaines d'amenorrhee, soit au second trimestre de grossesse. 

Or il est maintenant clairement etabli qu'au cours de la grossest: 
differents types de cellules foetales telles que les cellules trophoblastics „u 
les leucocytes ou les erythroblastes peuvent passer du placenta vers la 
circulation sanguine peripherique de la mere des la 6eme semaine. 

II serait done hautement souhaitable de pouvoir isoler les cellules 
foetales a partir du sang maternel preleve par simple prise de sang 
(ce qui represente une technique non invasive de prelevement de cellules 
foetales ne presentant aucun risque d'avortement), pour etabhr un 
diagnostic genetique antenatal. Malheureusement, la population oeta e 
circulate est presente avec un pourcentage inferieur a 1 pour 100 000 
cellules nuclees dans le sang de la mere. 

C'est pourquoi, on a deja propose de trier les cellules foetales au 
moyen d'outils de haute specificite et de forte affinite, tels que les anticorps. 

De nombreux precedes d'enrichissement en cellules foetales d'un 

echantillon de sang ont done 6te proposes. 

La demande de brevet EP-A-4 12 700 decrit une preparauon 
d'anticorps monoclonaux specifiques des cellules cytotrophoblastiques du 
premier trimestre qui peuvent etre utilisees dans les diagnostics prenataux 
(caryotype, identification des polymorphismes de longueur restremte, hes a 
des maladies genetiques telles que les thalassemies, l'anemie falciforme. les 
diabetes insulino-dependants et la maladie d'Huntington). 

Le brevet US 5 432 054 decrit une methode de separation 
d'erythrocytes nuclees foetaux presents dans un echantillon de sang de 

25 femme enceinte. 

On a egalement propose dans la demande de brevet FR-A-2 682 481 
un procede detention de cellules trophoblastiques d'un foetus permettant 
IMsolement d'une fraction substantiellement pure en ce lu es 
trophoblastiques, voire 1'obtention d'un nombrc suffisant de cellules 
30 trophoblastiques dument isolees. 

Le procede selon cette demande prevoit une etape de pro- 
enrichissement en cellules trophoblastiques au moyen d'anticorps anil- 
icucocytaire commun marquant la majeure partic des leucocytes de la 
fraction leucocytaire permettant de separer lesdits leucocytes. 
3 - Les methodes de diagnostic non invasives faisant appel a ce.s 

techniques presentent cependant certains inconvenients en ce qui conecrne 
la precision des mesures et en definitive, le diagnostic que le praticen sera 
amene a faire. On conviendra que dans ce domaine, seule une precision egale 
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4 ,TO%Pe 0„™Cue ces m*hodes - diagnostic 

invasive* font appel id., techniques de marquage perme.tant de rcperer 

"„iculiere S qu'il S '»git d'identlBer (technique du double marqua B e). 
, P'"'" 1 ™^ J e de breve , W0 . A . 94 /02646 conceme u„e methode 
deification de cellules foetales par hybridation de Vacide nuci«que des 

""^cellules foeta.es son, nx.es sur un support sonde par 
D precipitation ou pontage. D'une par, ia precipitation •M"*""^ 
qui abime les cellules dan. de nombreux cas. D'autre part, le pontage entre 
^uleHcrossUmang, reduit Vemcacite de .'hybridation comme mdique 

pase 12 - 1 insr* ^ »« - 4 *• — res 

,5 fonctionnalisees rehees par un bras „e,*robif„nctionnel a une . 

U demande de brevet WO-A-94/02830 decrit egalement U lotion 
par adsorption de cellules (cytocentrifugation) comme indique page 9, l.»n« 

15 " 17 ' u demande de brevet WO-A-96/03632 decrit une methode de 
20 detection de cellules qui sont mises en suspension. m4t hodc- 
La presente invention propose une nouvelle methode 
^identification de celiu.es aliant a rencontre de cellcs 
decri.es Les inventeurs on. en effe. mis e„ evidence que le problem, en 
cause pouvait *,re rtsolu de facon sa.isfaisante sans q .1t so,, necessaire de 
25 pur ieTles cellules a identifier. Ce„e methode, bien que particuheremen, 
-^ressante dans le cas du doub,e marquage peu, egalemcn. etre appl.quue 
aux techniques d'identification par simple marquage. 

C'est pourquoi. I'obje, de la presente invention est en general de 
proposer une nouvelle methode de diagnostic simple e. fiable. permeuam la 
30 deteTtl d.„ne carac,*rist,que d'une ceilule eucaryote par simple ou. double 
marquage tout en evitan, les different inconvenients cites a-dessus. 

Un autre objet de !a presente invention es, de proposer une 
methode de diagnostic antenatal non invasive qui procure des resultats nets 

„ solides permed, de mettre en oeuvr^dite method . de d^ 

L'invention concerne en premier lieu 
^identification d-.« moins une caracteristiquc d'une ce,.u,e eucaryote. 
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notamment de mammiferes, caracterisee en ce que 1'on immobilise de facon 
covalente une couche substantie.lement monocellulaire d'une 
cellules eucaryotes sur un support solide fonctionnalise et en ce que 1 on 
soumet la couche de cellules immobilizes, a une reaction permettant de 
determiner une caracteristique cytologique et/ou cytogenetic^ et en ce que 

Ton evalue le resultat. 

Avantageusement, le support est plan. 

Pour eviter de purifier les cellules trophoblastiques, on aurau pu 
envisager d'adsorber Pechantillon de cellules, eventuellement triees sur une 
lame de verre par exemple, afin de mettre en oeuvre les methodes de 
diagnostic sur la couche de cellules obtenues. 

Cependant, il est necessaire dans ce cas de prevoir une etape dc 
sechage afin d'immobiliser ces cellules sur la lame. En effet, sans cette etape 
de sechage, les cellules sont detachees par les differentes etapes de lavage ce 
qui rend la methode inoperante. Malheureusement, 1'etape de sechage dans 
de nombreux cas, abime ces cellules. 

La methode de diagnostic selon 1'invention assure unc 
immobilisation des cellules sur un support solide plan tout en evitant les 

inconvenients decrits ci-dessus. 
3 Le support solide est de preference de nature minerale (vcrre par 

exemple) bien que des supports organiques puissent egalement convemr. 

Le support solide est fonctionnalise par un bras espaceur a 

fonction terminale susceptible de reagir avec des groupements fonctionnel* 

presents sur la paroi cellulaire. , minf .„, 
G Les groupements presents sur la paroi cellulatrc sont notamment 

les groupements thiol, carboxyle ou amino primaire situes sur la partte 
proteique. Ces groupements reagissen, apres activation eventuelle, avec la 
fonction terminale appropriee de la chaine. 

Les groupements peuvent egalement etre presents sur la parte 
30 sucre associee aux proteines, tels que les groupements ^ hydroxy le, 
transforms de maniere connue en groupements aldehyde react.fs. 

Les fonctions terminales reactives permettront d assurer une 
liaison covalente avec lesdits groupements reactifs dans des condition* 

appropnees : ^ ^ groupement foncti onnel est un groupement thiol ou 
un pont disulfure (ce dernier sera prealablement reduit), la fonct.cn 
terminale est un radical maleimido, iodoacetyle. dithio-pyridyle ; 

- lorsque le groupement fonctionnel est un groupement amino 
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• terminate est un radical aldehyde, carboxylate active, 
primaire, la fonction termmale est un 

N-hydroxysuccinimide, a-dibromo ; rtinnnel est un groupemcni 

lnr . oue i e groupement loncnonnel est un h 

Mm £?ZLL< - - — . - — 

5 -une^P^-;"— ^ fonctionnel est> .ou^en, 
hydroxy.*, fonction .erminale «. un rad.ca. hydr 
carboxy,™ acuv^ ^ 8roupemtnt _ , arginin , la f0 „ c «.on 

I0 t^-e prtf4rte , le groups, foncuonne. « un 

.Mo. « .a foncuon ^"^"^ "T.^.. par 

solide. , _ Hrnq esoaceur est assuree 

hydrolyse. . alkvle ci avaniageusemeni 

De preference Ri est un radical (Ci-C B > ^>» e 

(C,-C 4 ) alkyle. >onstitue par unc thai ne 

d'autre part par Si(ORi)3- hvdrocarbonee 

j- p« avantaceusement nydrocarowu 

repondra a la formule : 

Si - R2 - fonction terminate 


20 

(C r C 4 ) alkyle. 

25 
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R 2 etant une chaine hydrocarbon^ de 8 a 30 aiomes comportant 
eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, eventuellement ramiFiee. 
eventuellement insatur£e. 

De preference, ie bras espaceur repond a la formule : 

-Si - (CH 2 )n - N - C - (CH 2 ) m - N \\ 
I II Jf 
HO o 

n, m independamment l'un de l'autre etant un nombre entier positif 

inferieur ou egal a 10, de preference inferieur ou egal a 5. 

Avantageusement : 

; v 

-Si- CH2CH2GH2- N-C-CH 2 CH 2 CH 2 - N 

_ I ll . . ' 

HO 

Un procdde pour fonctionnaliser le support solide consistc a le 
silaniser a l'aide d'un omega-aminoalkyltrialcoxy silane de formule (RiO) s Si- 
(CH 2 )n-NH 2 , Ri etant un radical alkyle de Ci a C 8l preferentiellement Ci a C 4 , 
puis a faire reagir le support greffe obtenu avec une chaine divalente munie 
a une extremite d'une fonction reactive vis-a-vis du radical amino et a l'autre 
extremite d'une fonction reactive (fonction terminate) vis-a-vis du 
groupement fonctionnel present sur la cellule. 

De preference, le support solide est fonaionnalise par silanisation 
a l'aide de 3-aminopropyltrialcoxy silane puis reaction subsequent avec 
Tester N-hydroxysuccinimide de l'acide y-maleimido butyrique. 

Le support solide fonctionnalise ainsi obtenu est lave avec un 
tampon de couplage adapts a la reaction consideree. 

Selon une variante, la methode dite de simple marquage est 
caracterisee en ce que la population de cellules eucaryotes est choisie dans le 

groupe constitue par : 

- la population de cellules susceptibles de comprendre des 

cellules metastatiques, 

- la population de cellules issues de preparation de moellc osseusc 
lors d'allogreffes susceptible de contenir des cellules leucocvtaires 
residuelles, 

- la population de cellules susceptible de contenir des bacieries 
circulantes, 

et en ce qu'on marque les cellules a identifier avec un marqueur speclfique 
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desdites cellules a identifier. 

Selon une variante, la methode dite de simple marquage cm 
caracterisee en ce que la population de cellules eucaryotes est choisie dans 1c 
groupe constitue par : 

- la population de cellules suceptibles de contenir des cellules 
ayant une caracteristique genetique anormale, 

et en ce que Ton soumet la couche de cellules immobilisees a une 
reaction cytogen^tique permettant de reveler la caracteristique genetique a 
identifier. 

Selon une autre variante, la methode d 'identification de double 
marquage est caracterisee en ce qu'un echantillon de cellules prelevees sur 
un individu est soumis aux reactions suivantes : 

a) on immobilise de fagon covalente les cellules eucaryotes sur un 
support fonctionnalis^, 

b) on permeabilise eventuellement les cellules immobilisees, 

c) on marque les cellules a identifier avec un marqueur specif ique 
desdites cellules a identifier, 

d) on soumet la couche de cellules immobilisees £t une reaction 
cytogenetique permettant de reveler la caracterististique genetique a 
identifier, 

e) on evalue le resultat. 

II est souhaitable, afin d'enrichir I'echunlillon en cellules a 
detecter, d'effectuer prealablemem a I'etape a) un tri cellulaire dudit 
echantillon pour obtenir une fraction enrichie en cellules eucaryotes a 
identifier. Dans le cas d'un echantillon sanguin, les cellules anuclees 
representent plus de 99 % des cellules sanguines circulantes. et bloquent la 
fixation des cellules Aucl£6s sur le support active. 

Dans le cas des cellules foetales, cette operation est d'autant plus 
necessaire que la population foetale circulante est presente avec un 
pourcentage inferieur a 1 pour 100 000 cellules nuclees dans le sang de la 
mere. 

Cette elimination peut etre effectuee de maniere connue par tri 
negatif, notamment par centrifugation sur gradient de densite, par example 
selon la methode FICOLL® dans le cas des cellules sanguines. On rappelera que 
le FICOLL® est un polymere de saccharose dont l'utilisation pour purifier des 
cellules mononuclees sanguines est parfaitertient normalise. Des solutions de 
FICOLL®, de densites precalibrees, sont disponibles commercialement et 
s-emploient sous la forme de coussins, de gradients de densite discontinue ou 
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de gradients de densite continue, sur lesquels sont separees les cellules 
sanguines. 

Par ailleurs, les cellules sont de preference lavees intensivemtmt 
afin d'eliminer la majeure partie des proteines contaminantes provenant du 
5 milieu dans lequel elles se trouvaient initialement, le sang notamment. 

Les cellules sont mises en suspension dans du tampon de couplugc 
& une concentration qui, usuellement, varie entre 105 a 107 cellules/ml hien 
que cet intervalle ne soit pas critique, etalees sur le support fonctionnalise et 
stockees en chambre humide & temperature appropriee, notamment 
10 ambiante, pendant une duree determinee, une heure par exernple, pour 
permettre aux cellules de sedimenter et de former une liaison covaleme avec 
la fonction terminale du bras espaceur. Le support est alors rince pour 
achever la fixation des cellules qui n'auraient pas encore feagi et eliminer 
les cellules qui ne sont pas liees de facon covalente. 
15 Apres ^immobilisation covalente des cellules, il est avantageux de 

les fixer par exernple par traitement avec du paraformaldehyde, lavage puis 
neutralisation des fonctions aldehydiques residuelles. 

La permeabilisation, si necessaire, est effectuee de rnaniere 
connue, notamment par traitement avec du Triton X100(S> par exernple. Cette 
20 permeabilisation est notamment utile dans le cas des motifs antigeniqucs 
intracellulaires. 

Le marqueur specifique est un anticorps substantiellcmem 
specifique desdites cellules a identifier associe a une substance capable d'etre 
reperee par un moyen approprie. 
25 Le marquage membranaire doit etrc compatible avec la methodc 

selon 1 'invention qui fait appel au double marquage. 

On a constate que les anticorps specifiques qui portent directement 
des produits chromophores tels qu'un groupement chimique fluorescent 
(fluoresceine) ne convenaient pas dans le cadre de la presente invention car 
30 le signal fluorescent disparaissait apres Petape de denaturation uherieure 
necessaire a Thybridation. C'est le cas, notamment des anticorps anti-cellules 
trophoblastiques. 

Par cellules "trophoblastiques" au sens de la presente invention, 
on emend toute cellule du trophoblaste, syncytiotrophoblaste ou 
35 cytotrophoblaste d'origine villeuse ou extravilleuse quel que soit son type, 
anuclee, mononuclee, polynuclee et quelle que soit Tepoque de leur 
apparition dans le sang maternel par rapport a la duree de la gestation. 

On a trouve que le procede de marquage au moyen de la 
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phosphatase alcaline permettait une identification satisfuisante dcs cellules. 
Cela necessite une revelation subsequent de cette enzyme par un substrat 
approprie qui par reaction avec l'enzyme condulra a une visuuhsation. 

Dans ce cas, ladite substance est un conjugue couple a la 
phosphatase alcaline et on revele le marqueur au moyen d'un substrat 

chromogene. _ _ 

Par exemple, le substrat de revelation denomme Fast Red . 
hydrolyse par la phosphatase alcaline (PA) donne un precipite insoluble 
rose-rouge visualisable avec un filtre dichroique et en optique. 

Selon cette variante, l'anticorps specifique est fixe sur les cellules 
puis on met en contact les cellules avec un anticorps anti-anticorps 
specifique des cellules, couple a la phosphatase alcaline. 

Parmi les anticorps anti-cellules trophoblastiques retenus on 
utilisera avantageusement un anticorps du type GB 17. GB 25 developpes par 
Aster Biotechnologies. Ces deux types d'anticorps presentent une spec.fKUe 
stricte restreinte a ces seules cellules. 11 est possible cependant d'envisager 
1-emploi d'un troisieme anticorps, un anti-cytokeratine 18. Bien que non 
specifique des trophoblastes, celui-ci a ete developpe contre les 
keratinocytes, il ne donne pas de reaction croisce avec les cellules sanguines. 
Les anticorps seront associes par un epitope a un anticorps specifique des 
chaines lourdes et legeres desdits anticorps anti-cellules trophoblastics, 
couple a la phosphatase alcaline (GAM-PA). 

Selon un mode de realisation, une saturation des cellules est 
effectuee avec un tampon approprie. Apres quoi. l'anticorps monoclonal 
specifique est incube a la concentration appropriee pendant une duree 
determine, une heure par exemple. en chambre humide et a temperature 
ambiame. Puis le deuxieme anticorps. couple a la phosphatase alcalme. el 
pouvant se conjuguer a un epitope de l'anticorps specifique. est la.sse en 
incubation dans des conditions similaires audit anticorps specifique. 
j Les techniques de lavage sont utilisees de maniere connuc au 

cours et apres la procedure de marquage a la phosphatase par exemple avec le 
tampon TBS. 

La revelation de l'enzyme phosphatase alcaline est effectuee par 
incubation des lames durant une duree de 1'ordre de 30 minutes avec un 
5 tampon tel que le Tris dans lequel a ete ajpute le substrat de revelat.on. De 
preference celui-ci contient le "Fast Red" qui hydrolyse par la phosphatase 
alcaline donne un precipite insoluble rose rouge visualisable avec un Litre, 
dichroique et en optique. Apres Incubation les lames sont lavees au TBS. 
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«re avamageusement compnse les amic orps. La 
signal optimal. Neanmo.ns. cet >°»"»» e a u „ e twmt 

defauts cytogenetics. Cette "'^ < *™ : n „„: 
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dans le sang maternel, mats s eteno 
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cellules eucaryotes, par exemple : 

- recherche et identification de cellules metastiques nun 
seulement dans le sang, mais egalement dans d'autres liquides physiologiques 

tels que la lymphe, 

- recherche de cellules leucocytaires residuelles dans les 

preparations de moelle osseuse lors d'allogreffes, 

- analyse fine d'anomalies genetiques ou detection de la presence 
d'ADN etranger par amplification genique (PCR) in situ, sur cellules fixees 
(cette technique est actuellement difficilement realisable sur lame en raison 

) de la perte cellulaire importante qui se produit au cours du processus). Cette 
derniere application presente un interet . primordial dans le depistage 
precoce du sida chez des patients seronegatifs au stade de primo-infection ou 
chez des enfants nes de meres seropositives, et dgalement dans l'exploration 
des seronegativations (disparition des anticorps alors que le processus 

> infectieux est toujours present). 

Toujours dans le cadre de cette pathologie, le modele pourrait etre 
applicable au depistage cellulaire et non plus serologique, de rantigene 
P24/P25 (depistage immunologique de la proteine ou de son ARNM m par TR- 

PCR). 

0 - recherche et identification de bacteries circulantes. 

Toutes les techniques relatives a l'hybridalion in situ peuvent ctrc 
utilisees dans le cadre de la presente invention. 

II existe sur le marche des sondes qui sonv directement couplees ii 
des fluorochromes. Elles generent en general des signuux dc laible inicnsiic 
25 apres hybridation. On leur prefere actuellement deux autres types de sondes : 

- des sondes qui sont conjuguees a de la biotine ; la revelation est 
realisee alors avec de l'avidine ou avec un anticorps antibiotine, cohjugues u 
un fluorochrome (fluorescdine ou rhodamine). 

- des sondes qui sont conjuguees a la digoxigenine et que Ton 
30 revele apres hybridation avec des anticorps anti-digoxigenine conjugues a 

un fluorochrome. 

Cette methode d'identification dite de double marquage trouxx- une 
application particulierement avantageuse dans le cas de la detection 
d'anormalite chromosomique des cellules foetales et permct une detection dc 
35 celles-ci dans les premiers mois de la grossesse avec une resolution 
particulierement nette et un pourcentage de rcussite tres eleve approchant 
100%. 
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L'invention concerne done en particulier une methode de 
diagnostic antenatal comprenant les Stapes suivantes : 

a) on prSlfcve un echantillon de sang du systeme de circulation 
p6ripherique de la mere portant le foetus, 

b) on eiimine les erythrocytes dudit echantillon par tri ncgatif, 

c) on immobilise de fagon covalente la fraction leucocytaire sur le 
support solide fonctionnalise precedemment decrit, 

d) on permeabilise eventuellement les cellules immobilisees, 

e) on marque les cellules 2i identifier avec un marqueur 
specifique des cellules trophoblastiques, 

f) on soumet la couche de cellules immobilisees t une methode 
d'analyse cytog£netique permettant de reveler la caracterististique 
genetique k identifier, 

g ) on lvalue le resultat. 

Les differentes variantes decrites ci-dessus sont comprises dans la 
methode de diagnostic antenatale indiquee. De preference, Tetape f) consiste 
a mettre en contact la couche de cellules immobilisees avec une sonde 
marquee compl6mentaire specifique de la caracteristique genetique a 
identifier. 

De preference, le marqueur specifique est un anticorps 
monoclonal associe £t une substance couplee a la phosphatase aicaline. 

Lors de la revelation, il est avantageux de mettre la fraction 
leucocytaire immobilisee en presence d'un inhibiteur de phosphatase 
aicaline endogfcne tei que le levamisole a une concentration de preference 

comprise entre 1 et 5 mM. 

Au-del* de 5 mM, le levamisole inhibe egalement la phosphatase 
aicaline d'origine intestinale couplee aux anticorps. 

II existe egalement un inhibiteur utilise moins courammeni, le 
tripeptide phenylalanine-glycine-glycine. 

Les anticorps monoclonaux sont de preference choisis dans le 
groupe constitue par le GB17 ou le GB25. 

La sonde marquee compiementaire est de preference specifique de 
la region centrometrique du chromosome 18 ou de la bande terminale 21q22.3 

du chromosome 21. 

Selon une variante avantageuse, les cellules sont fixecs, aprus 
immobilisation covalente sur le support solide, par tout moyen appropric, 
notamment par traitement avec du paraformaldehyde. 
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L'invention concerne done egalement un support solide 
fonctionnalise de facon covalente par un bras espaceur a fonction terminale 
susceptible de reagir avec des groupements fonctionnels presents sur hi 
paroi cellulaire tel qu'il vient d'etre decrit precedemment. 

De preference, le support est de nature minerale et est attache au 
bras espaceur par l'intermediaire des radicaux silanols du support. 

Bien que toutes les variantes decrites precedemment sunt 
comprises dans la definition du present support fonctionnalise. 
avantageusement le bras espaceur repond a la formule : 

-Si-(CH2)n-N-C-(CH2)m -to^ 
HO O 

n, m independamment l'un de l'autre etant un nombre entier positif 
inferieur ou € gal a 10, de preference inferieur ou egal a 5, 
et de preference : 

-Si - CH 2 CH 2 ai2 - N -C - CH 2 CH 2 CH 2 
H O 

KlODF. OPERATOIRE 

Preparation du sunport fonctionnalise 

Les supports sont des lames de vefre utilisecs en microscopic. 

Les lames sont placees dans un bain conienani de 1'liCL 12N el de 
l'ethanol (lv: 9v). Apres une heure de trempage a temperature ambiante. les 
lames sont rincees a l'eau et sechees a 37"C. 

Ce traitement a pour effet de nettoyer les lames et de generer les 

silanol (Si-OH) sur leur surface. 

Apres rincage a l'eau distillee, sechage a 200"C, les lames sont 
mises a tremper dans du toluene a reHux contenant 5 % d'amino ou de 
thiosilane et maintenues a renux pendant 1G h. Pour cettc etape, on utilise 
preferentiellement de l'aminopropyl triethoxysilane. Les lames sont rincees 
successivement avec du toluene et de l'ethanol, puis sechees avani 
stockage. Les lames peuvent etre utilisees imraediatement ou sechees et 
stockees a l'abri de la poussiere. 

Cette etape peut etre evitee en utilisant des lames presilunisecs 

disponibles commercialement. 
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Les lames silanisees sont rincees dans du tampon phosphate dc 
sodium 100 mM, NaCl 50 mM, P H 6.8 (tampon de couplage). 

Une solution de Tester n-hydroxysuccinimide de l'aode y- 
ma leimido butyrique (GMBS)(200 mg/ml) est preparee *>™^ m ^ 
dans du N.N-dimethylformamide ou du DMSO puis dituee au 1:30 dans du 

tampon de couplage. 

Les lames de microscopes sont recoveries de 200 H l dc eeite 
solution, d'une lameUe. et incubees pendant 2 heures a temperature amb.ante 

en charnbre humide. 

Les lames sont lavees avec du tampon de couplage (2 bains de 10 

minutes a temperature ambiante). 

Les lames de microscopes sont alors immediatement uuhsees 

comme support pour fixer les cellules. 

15 immnhHUnti *™ rovalente des cellules , . 

M ^^Ic^uTtillon de sang est preleve sur la circulat.cn vemeu.se 

peripherique d'une femme enceinte a 9 semaines d'amenorrhee. _ 

Par tri negatif, les erythrocytes sont separes et la Iracuon 
enrichie en leucocytes est lavee intensivement afin d'elimincr la majeure 
20 partie des proteines contaminantes provenant du sang. 

Les cellules sont mises en suspension dans du PBS (NaCl 1 i4 mM, 
KCl 2.6 mM. Na 2 HK>4 6.4 mM. KH 2 P0 4 1.46 mM). a unc concentration de 1., a 2.. 
106 cellules/ml. Cette suspension (200 ul) est etalee sur une lame a Vaide d'une 
pointe de pipetman et stockee en charnbre humide a temperature ambwnte 
25 pendant 1 heure pour permettre aux cellules de sedimentcr et de tormer des 
liaisons thioether avec le GMBS. \.-,.-„„„ r 
Les lames sont finalement rincees avec du PBS proteme pour 
bloquer les groupements maleimyl qui n'auraient pas reagi et elimmer les 
cellules qui ne sont pas liees covalemment. 
30 La densite surfacique des cellules est de Tordre de 2,0.) 

cellules/mm,^ ^ ^ de couplage . les cellules ^ 

covalemment au suppon sont rincees avec du PBS (NaCl 134 mM. M 2 0 mNI 
Na 2 HPQ 4 6.4 mM. KH 2 K> 4 1.46 mM) puis fixees en les incubant pendant 1 / mm 
35 a 20-C dans du paraformaldehyde (PFA) en solution a 2 % dans du PBS. 
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Les lames sont rincees dans du PBS et le PFA residuel est neutralise 
par un bain de 15 min h 20°C dans du NH 4 Cl en solution a 50 mM duns du PBS 
(pH7 f 2). 

Identification des ce llules foetales 

Apres ringage des lames dans du PBS (5min a 20"C), les cellules 
sont permeabilisees avec du Triton X100 (0,1 % dans du PBS ; 4 min 
d'incubation & 4*C). 

Apres 3 lavages de 10 min a 20 B C avec du tampon PBS, les lames 
sont saturees pendant 10 min i temperature ambiante avec du serum de 
chevre dilue a 10 % dans du tampon TBS (NaCl 136 mM. KC1 2,6 mM rouge de 
phenol 0,042 mM, Tris 25 mM pH 7,4). 

Les cellules sont ensuite incubees pendant 16 h a 4"C avec les 

anticorps suivants : 

- GB 17 (syncytiotrophoblastes) 

- GB 25 (syncytio+cytotophoblastes) 

- anti-cytokeratine 18 (syncytio + cytrotrophoblastes) 

- anti-hemoglobine foetale (erythroblastes) 

- anti-recepteur de la transferrine CD 71 (erythroblastes) 
utilises seuls ou de preference en combinaison en solution dans du tampon 
TBS contenant 10 % de serum de chevre. 

Apres lavage, les cellules sont incubees (lh a temperature 
ambiante avec des anticorps polyclonaux de chevre anti-immunogiobulines 
de souris conjugues a la phosphatase alcaline. 

Les complexes irnmunoenzymatiques sont reveles en utilisa.nl 
comme substrat de la phosphatase alcaline du fast red amene en solution dans 
du tampon Tris/HCl 100 mM pH 8,2 contenant un inhibiteur des phosphatases 
alcalins endogenes (on utilise de preference du levamisole a une 
concentration de 5 mM). L'hydrolyse des phosphates est poursuivie pendant 
20 min & 20°C 


Determination cvtoKenetiaue 

Apres les avoir rincees avec du PBS, les cellules sont post-f'ixee.s 
avec du PFA dans les memes conditions que celles decrites preccdernmeni. 
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Les cellules sont alors incubees a 50 U C pendant 3 bains successifs 
de tampon 2 SSC (NaCl 0,3 M, citrate de sodium 0,06 M pH 7,2). contenant du 
Tween 20 & 0,05 % avant de subir une deshydratation progressive dans des 
bains successifs, d'ethanol 4 70, 80 et 100 %. 
5 L'ADN cellulaire est ensuite denature en incubant les lames 

pendant 8 min & 70°C dans du tampon 2 SSC contenant 70 % de formamide. Les 
lames sont ensuite d^shydratees & l'ethanol corame decrit precedemment. 

Parallfelement, les sondes chromosomiques (chromosome Y : 
DYZI/DYZ3 biotinylee ; chromosome X : DXZ1, digoxigeninylees) sont 
10 denaturees a 70*C (10 min d'incubation) et stockees a 4°C avant d'etre 
depos^es (separement ou en combinaison) sur les cellules entre lames et 
lamelles scellees au latex. 

L'hybridation des sondes a 1'ADN cellulaire est poursuivie pendant 
16ha37°C. 

15 Apres rincage des lames par 3 bains successifs dans du tampon 

2SSC et saturation avec une solution proteinic (2 SSC contenant 1 % 
d'albumine bovine ou 5 % de lait ecr£me en poudre), les sondes (utilisees de 
preference sous forme biotinylees et digoxigeninylees), hybridees a TADN 
cellulaire sont r6v616es respectivement avec de Pavidine et des anticorps 

20 antidigoxigenine conjugues a des fluorochrontcs (par exemple de la 
fluoresceine). 

Les cellules sont finalement rincees, recouvertes d'un milieu du 
montage contenant du DAPI (0,3 ng/ml) pour contrecolorer les noyaus et 
d'une lamelle, puis examinees en microscopic a fluorescence. 
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REVEND1CATI0NS 

1. Methode d'identification d'au moins une caracteristique d'une 
cellule eucaryote, notamment de mammiferes, caracterisee en ce que. Ton 
immobilise de fa v on covalente une couche substantieHement monocellulaire 
5 d'une population de cellules eucaryotes sur un support solide fonctionnuli.se' 
et en ce que Ton soumet la couche de cellules immobilisees, si une reaction 
permettant de ddterminer une caracteristique cytologique et/ou 
cytog^netique et en ce que Ton evalue le resultat. 

. 2. Methode ^'identification selon la revendication 1, caracterisee 

10 en ce que les cellules sont immobilisees de facon covalente sur un support 
solide plan fonctionnalis£, de nature mindrale. 

3. Methode d'identification selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce que le support solide est fonctionnalise par un bras 
espaceur si fonction terminale susceptible de reagir avec des groupemems 

15 fonctionnels presents sur la paroi ceilulaire. 

4. Methode d'identification selon la revendication 3, caracterisee 
en ce que le support solide est en verre et le bras espaceur est attache a 
l'extremite opposee h ladite fonction terminale par les fonctions silanols du 
support solide. 

20 5. Methode d'identification selon la revendication 3, caracterisee 

en ce que : 

- lorsque le groupement fonctionnel est un groupemcnt thiol ou 
un pom disulfure (prealablement nkiuit), la fonction terminale est un radical 
maleimido, iodoacetyle, dithio-pyridyle. 

25 - lorsque le groupement fonctionnel est un groupement amino, 

primaire, la fonction terminale est un radical aldehyde, carboxylate active, 
N-hydroxysuccinimide, a-dibromo, 

- lorsque le groupement fonctionnel est un groupement 
carboxylate active (notamment avec des carboiimides), la fonction terminale 

30 est une amine primaire ou secondaire, 

- lorsque le groupement fonctionnel est un groupemcnt 
hydroxyle, la fonction terminale est un radical N-hydroxy succinimide, 
carboxylate activ£, 

lorsque le groupement fonctionnel est l'arginine, la fonction 
35 terminale est le glyoxal. 

6. Methode d'identification selon la revendication 3, caracterisee 
en ce que le bras espaceur comporte une chaine divalente hydroearbonee 
comprenant eventuellement un ou plusieurs heteroatomes, eventuellemeni 
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ramiftee, eventuellement insatunte. 

7. M£thode d'identification selon la revendication (>, caracterisee 
en ce que le bras espaceur repond fx. la formule : 

- Si - R2 - fonction terminale 

R 2 etant une chaine hydrocarbonee de 8 a 30 atomes comportant 
eventuellement un ou plusieurs h6t6roatomes, eventuellement ramifiee, 
eventuellement insaturee. 

8. Methode d'identification selon la revendication 7, caracterisee 

en ce que le bras espaceur rdpond & la formule : 

O 

-Si- (CH 2 ) n - N- C- (CH 2 ) m 
I II 
H O 

n, m independamment l'un de l'autre etant un nombre entier positif 

inferieur ou egal & 10. 

9. Methode d'identification selon la revindication 8, caracterisee 
en ce que le bras espaceur repond & la formule : 0 

-Si- CH 2 CH 2 CHr N-C-CH 2 CH 2 CH2 - N l| 
HO o 

10. Methode d'identification selon Tune des rcvcndicaiions 
precedentes, caracterisee en ce que la population de cellules eucaryoies est 
choisie dans le groupe constitue par : 

- la population de cellules susceptibles de comprendre des 
cellules metastatiques, 

- la population de cellules issues de preparation de moelle 
osseuse, lors d'allogreffes, susceptibles de contenir des cellules leucocytaires 
residuelles, 

- la population de cellules susceptibles de contenir des 
solutions des bacteries circulantes, 

ct en ce que Ton marque les cellules a identifier avec un marqueur 
specifique desdites cellules a identifier. 

11. Methode d'identification selon Tune des rcvcndicaiions 1 a 9, 
caracterisee en ce que la population de cellules eucaryotes est choisie dans le 

groupe constitue par 

- la population de cellules susceptibles de contenir des cellules 
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ayant une caracteristique genetique anormale, et en ce que Ton soumet la 
couche de cellules fixees £t une reaction cytogenetique permeuant de reveler 
la caracteristique genetique a identifier. 

12. Methode d'identification selon Tune des reveridications 1 a. 9, 
d'une caracteristique genetique d'une cellule eucaryote, notamment de 
mammi feres, i partir d'une population heterogene de cellules eucaryotes, 
caracterisee en ce qu'un echantillon de cellules prelevees sur un individu est 
soumis aux reactions suivantes : 

a) on immobilise de facon covalente les cellules eucaryotes sur 
un support fonctionnalise, 

b) on perm&ibilise eventuellernent les cellules immobilisees, 

c) on marque les cellules a identifier avec un marqueur 
biologique specifique desdites cellules a identifier, 

d) on soumet la couche de cellules immobilisees i une reaction 
cytogenetique permettant de reveler la caractdrististique genetique a 
identifier, 

e) on evalue le resultat. 

13. Methode d'identification selon Tune des revendications 10 a 
12, caracterisee en ce qu'avant l'etape a) on effectue un tri pour obtenir une 
fraction enrichie en cellules eucaryotes. 

14. Methode d'identification selon la revendication 1-0 ou 12, 
caracterisee en ce que le marqueur specifique est un aniieorps 
substantiellement specifique desdites cellules a identifier, associc a unc 
substance capable d'etre reperee par un moyen approprie. 

15. Methode d'identification selon la revendication 14. 
caracterisee en ce que la substance est un conjugud couple a la phosphatase 
alcaline et on revele le marqueur au moyen d'uri substrat chromogene. 

16. Methode d'identification selon Tune des revendications 10 a 
12, caracterisee en ce que les cellules immobilisees de facon covalente au 
support sont fixees par un moyen approprie, notamment le 
paraformaldehyde. 

17. Methode d'identification selon la revendication 16, 
caracterisee en ce que la reaction cytogenetique consiste a mettre en contact 
la couche de cellules immobilisees et fixees avec une sonde marquee 
complementaire specifique de la caracteristique genetique a identifier. 

18. Methode d'identification selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que la sonde est radio-active ou attachee a une enzyme ou a 
un radical biotinyle ou digoxigenine. 
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19. Methode d'identification selon la revendication 12, 
caracterisee en ce que les cellules & identifier sont choisies dans le groupe 
constitue par les cellules trophoblastiques. 

2tt Methode d'identification selon Tune des revendications 12 a 
19, caracterisee en ce qu'elle est appliquee au diagnostic antenatal et en ce 
qu'un echantillon de sang du syst^me de circulation peripherique d'une 
femme enceinte, est soumis aux Stapes suivantes : 

a) on elimine les erythrocytes dudit echantillon notammcnt 

par tri negatif, 

b) on immobilise de fagon covalente la fraction leucocytaire 
sur le support solide fonctionnalise selon les revendications 2 £t 9, 

c) eventuellement on permeabilise les cellules, 

d) on marque les cellules k identifier avec un marqueur 
specifique des cellules trophoblastiques, 

e) on soumet la couche de cellules immobilisees a une methode 
d'analyse cytogenetique permettant de reveler la caracterististique 
genetique a identifier, 

f ) on evalue le rtsultat. 

21. Methode d'identification selon la revendication 20, 
caracterisee en ce que le marqueur specifique est un anticorps monoclonal. 

22. Methode d'identification selon la revendication 20 ou 21, 
caracterisee en ce que le marqueur specifique est associe a une substance 
capable d'etre reperee par un moyen approprie, notamment un conjugue 
couple a la phosphatase alcaline. 

23. Methode d'identification selon la revendication 2 2. 
caracterisee en ce qu'on met en presence la fraction leucocytaire avec un 
inhibiteur de phosphatase alcaline endogene, lors de la revelation au moyen 
du substrat chromogene. 

24. Methode d'identification selon la revendication 23, 
caracterisee en ce que l'inhibiteur de phosphatase alcaline endogene est le 
levamisole. 

25. Methode d'identification selon la revendication 23 ou 24, 
caracterisee en ce que la concentration en inhibiteur de phosphatase 
alcaline endogene est comprise entre 1 et 5 mM. 

26. Methode d'identification selon la revendication 2 1, 
caracterisee en ce que l'anticorps monoclonal est choisi dans le groupe 
constitue par le GB17, GB25 ou un anti-cytokeratine 18. 

27. Methode d'identification selon la revendication 20. 
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